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 略語表 
 
APC antigen presenting cell 
BM bone marrow  
DAPI 4, 6-diamidino-2-phenylindole 
DC dendritic cell 
FITC fluorescein isothiocyanate 
IBD inflammatory bowel disease 
IEL intraepithelial lymphcyte 
IFN-γ interferon gamma 
IL interleuikin 
LP lamina propria  
MLN mesenteric lymph node 
MSC mesenchymal stem cell 
MyD88 myeloid differentiation factor 88 
PAMP pathogen-associated molecular pattern 
PB peripheral blood  
PE phycoerythrin 
PerCP peridinin-chlorophyll-protein Complex 
SP spleen  
TCM centralmemory T cell 
TEM effector-memory T  
Tg transgenic 
TLR Toll-like receptor 
TNF-α tumor necrosis factor-alpha 
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I. 序論 
 
1. 炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease:IBD）について 
炎症性腸疾患は、潰瘍性大腸炎（Ulcerative Colitis：UC）とクローン病（Crohn’s Disease：CD）に分
類される大腸及び小腸または大腸に認められる難治性の慢性の腸炎である[1-6]。本邦では、両疾患
とも国の難病指定を受けており、罹患数、潰瘍性大腸炎 8 万人、クローン病 3 万人と年々増加傾向に
あり社会問題とされている。UC 及び CD には多くの共通点が認められるが、クローン病では口から肛
門までの消化管のほとんどすべての部分に炎症が起こりうるのに対して、潰瘍性大腸炎では大腸にし
か起こらないという相違点がある。 
IBD は免疫学的因子、環境因子、遺伝因子など様々な病態が考えられているが、その複雑性、多様
性から治療に苦渋することが多い。多くの症例が免疫の亢進する免疫疾患と捉え、ステロイドや免疫
抑制剤による治療が施されるが、その副作用の問題で限界のあるのが現状である[1-6]。近年、免疫
研究を主体とした研究が世界で行われているが、IBD の病因は未だ不明である。 
 
2. クローン病（Crohn’s Disease：CD） 
 ①病因と疫学 
クローン病の病因は未だ不明である[1-6]。最近の研究結果で、遺伝的因子が、環境、食物、
感染源に対する腸の免疫反応の不調整を引き起こすことが示されている[5]。現在報告されている
遺伝的因子（遺伝子多形）としては、NOD2/CARD15、OCTN1、OCTN2、DLG5、TNFSF15、IL-23R、
ATG16L1 がある。NOD2/CARD15 はクローン病患者で始めて発見された遺伝子多形であり、LPS
受容体である TLR4 と同様に LRR 部位を含むことから、細胞内における菌体成分認識分子と考え
られている。また、TNFSF15 は TNF スーパーファミリーの一種であり、TL１A サイトカインを示す。
このことから、クローン病において抗 TNF－α抗体が著効なのも病因の一部に TNF-α経路が強く
関与していることが考えられる。 
クローン病発見初期は慢性関節リウマチや全身性エリテマトーデス同様に自己免疫疾患であ
ると考えられていたが、現在の所 CD 患者血液中に自己抗体が発見されていないことから否定さ
れた。 
数十年前から、北ヨーロッパ人とアングロサクソン系の西欧人、黒人やラテンアメリカ系の間で
も、クローン病の罹患率は増加している。この疾患は男女にほぼ同率に発病し、ユダヤ人により
多くみられる。そのほとんどが、30 歳以前の若年期に始まり、発病のピークは 14～24 歳である[5]。
喫煙はクローン病の発症と増悪に関与していることが報告されている[5]。 
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②病理 
クローン病の最初の病変は炎症を起こした腺窩損傷（腺窩炎）と腺窩膿瘍で、小さな巣状のア
フタ様潰瘍に進行し通常リンパ組織の結節上に発現する。口から肛門を含めた消化管のどの部
位にも起こる、線維化や潰瘍を伴う肉芽腫性炎症性病変を特徴とする[1-6]。また、まだら状の粘
膜潰瘍の広がりと縦横の潰瘍とその間の粘膜浮腫が組み合わさると CD 特徴的な敷石状外観を
呈す。さらに、経壁炎症、深い潰瘍、浮腫、筋肉増殖、線維化が深部の瘻管と瘻、腸間膜膿瘍、閉
塞の原因となりこれらが主たる局所的合併症である[1-6]。 
 肉芽腫はリンパ節、腹膜、肝臓、腸壁の全ての層に発症し、時には開腹術や腹腔鏡検査で
粟粒性結節としてみられる。疾病特徴的ではあるものの肉芽腫は全体の 50％までの患者にしか
認められない為、クローン病の診断には必要ではない。 
 腸の病変部は、正常の腸と特徴的にはっきり境界づけられており（スキップエリア）、全クロー
ン病患者の約 35％の症例で回腸炎（炎症部位が回腸のみ）が、また約 45％で回結腸炎（炎症部
位が回腸及び結腸）が認められ、特に右側結腸が侵されることが多い。そして約 20％が結腸のみ
が侵される肉芽腫性結腸炎である。極少数であるが全小腸が侵された空回腸炎や、胃、十二指
腸、食道にも炎症が生じる。クローン病患者の 1/4～1/3 で肛門周囲にも何らかの病態が生じる事
が報告されている[1-6]。 
 
 ③症状、徴候、合併症 
最も多く認められるクローン病の症状は、（1）右下腹部痛と圧痛が特徴的な炎症、（2）腸の狭
窄によって生じる激しい疝痛、腹部膨満、下痢、嘔吐、（3）炎症と閉塞が起こり栄養不足と衰弱に
よる極度な体重減少、（4）発熱、有痛性の腹部腫瘤、全身のるいそうを引き起こす腹部瘻孔と膿
瘍、である。 
クローン病の腸管外合併症として、肛門部での難治性の痔ろうや裂肛が多く認められる。さら
に、関節炎、虹彩炎、壊疽性膿皮症、結節性紅斑、及び原発性硬化性胆管炎などの腸管外合併
症を伴うことがある[1-6]。 
 
 ④治療法 
原因不明の難病であり根治療法は無いが、多くの場合は緩解状態へ導入・維持療法が施され
る。本邦では、第一選択として栄養療法が適応される。また、重症例では栄養療法と並行してステ
ロイド、TNF-α抗体、アザチオプリンや 6-MP 等の免疫抑制剤が用いられる。その他に、血流中に
存在する特定の白血球を取り除く血球除去療法（LCAP、GCAP）も本邦でのみ用いられている治
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療法である。 
 
3. 潰瘍性大腸炎（Ulcerative Colitis：UC） 
 ①病因と疫学 
潰瘍性大腸炎の原因も未だ解明されていない[1-6]。遺伝的な素因が環境、食物、感染性物質
に対する調節不能な腸内免疫反応を引き起こすことが示されている[5]。しかし、刺激する自己抗
原やクローン病に認められた潰瘍性大腸炎特異的な遺伝子多形は現在の所報告されていない。
一部の報告によると潰瘍性大腸炎は Th-2 型免疫反応が有意であり、免疫抗体の異常が腸炎発
症の要因の一つであると考えられている[6]。 
潰瘍性大腸炎もクローン病同様どの年齢でも起こるが、年齢-発生曲線を見ると主なピークを
15～30 歳に、第 2 の小さいピークを 50～70 歳にもつ二峰性の分布を示すことが知られている[5]。
クローン病とは異なり、喫煙は潰瘍性大腸炎のリスクを減少するようである[5]。 
 
 ②病理 
 病理学的変化は粘膜上皮下の網状線維の変性、上皮下毛細血管の閉塞、形質細胞、好酸
球、リンパ球、肥満細胞及び多形核球の進行性浸潤に始まることが報告されている[1-6]。主とし
て粘膜を侵し、しばしばびらんや潰瘍を形成する大腸の原因不明のびまん性非特異性炎症であり、
最終的には陰窩膿瘍、上皮細胞壊死、及び粘膜潰瘍が生じる[1-3]。この疾患の多くは直腸、S 状
結腸に始まり近位へ向かって上行性に広がっていき、最終的には全結腸を侵す大腸特異的な疾
患である。 
 
 ③症状、徴候、合併症 
 潰瘍性大腸炎に特徴的な症状として、粘血便、下痢、腹痛、発熱などが認められる。粘血便
の程度や持続期間は様々であり無症状の期間もはさまれる。潰瘍形成部位が直腸 S 状結腸に限
局していれば便は正常か硬く乾いているが、排便と排便の間に直腸から赤血球や白血球を含む
粘液の排出が起こる。一般的に全身性症状は軽いか全くない。一方、潰瘍形成部位が近位に広
がってくると、便はゆるくなり 10 回/日以上の排便が繰返され、しばしばひどい痙攣痛と苦しい直
腸のしぶりを伴って夜通し続く。便は水様で粘液を含み、膿と血液ばかりのことが多い。広範な活
動性潰瘍性大腸炎では倦怠感や発熱、貧血、食欲不振、体重減少、白血球増多、低アルブミン血
症、血沈の亢進が認められる。 
出血は最もよくみられる局所合併症である。また、病気の活動性に関わらず全大腸に病変が
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あり 10 年以上長期化した場合には、大腸癌の発生率は増すことが報告されている[1-6]。 
 
④治療法 
潰瘍性大腸炎もクローン病同様原因不明の難病であり根治療法は無いが、多くの場合は緩解
状態へ導入・維持療法が施される。本邦では、第一選択として 5-アミノサリチル酸製剤（商品名：
ペンタサ、サラゾピリン）が使用される。一方、重症例では早期緩解導入を目的として、ステロイド
剤が使用される場合が多い。さらに最近では TNF-α抗体や白血球去療法（LCAP、GCAP）も使用
される。 
 
4. 本研究の目的 
本邦においては、近年、増加の一途をたどり、罹患数、潰瘍性大腸炎 8万人、クローン病3万人の社
会問題とされている。両疾患とも、免疫学的因子、環境因子、遺伝因子など様々な要因が考えられて
いるが、その複雑性、多様性から未だ原因はわかっていない。最近の研究により、IBD 患者の腸管炎
症局所には多くの CD4+ T リンパ球が浸潤しており、そこから放出される炎症性サイトカイン（IFN-γ、
TNF-α、IL-17 等）によって炎症が引き起こされる免疫疾患とも考えられているが、詳細な発症及び維
持メカニズムは未だに解明されていない。そこで、本研究では IBD 動物モデルの一種であるナイーブ T
細胞移入大腸炎モデルと各種ノックアウトマウス、及び並体結合モデルを用いて、IBD の発症及び維
持メカニズムを検討した。 
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II. 本論 
 
II-1 慢性大腸炎の発症及び維持に対する IL-7 の必須性について 
 
1-1. 序 
 IL-7 は 1988 年にマウス B リンパ球前駆細胞の増殖因子として始めて発見されたサイトカイン
[7-10]であるが、その後の研究により、胸腺での T リンパ球の初期分化過程及び成熟リンパ球の分
化過程に IL-7 が非常に重要な役割を示す事が報告された[9-16]。我々はこれまでに、①腸管上皮
細胞が IL-7 を産生すること[8]、②IL-7 トランスジェニック(Tg)マウスが慢性腸炎を自然発症すること
[17]、③腸炎マウス腸炎腸管粘膜内 CD4+IL7Rαhigh 細胞は腸炎惹起性であること[18]、④全身性
IL-7 欠損免疫不全マウス IL-7-/-×RAG1-/-（IL7DKO）にナイーブ T 細胞（未感作ヘルパー型 CD4+ 
CD45RBhigh T 細胞）を移入しても腸炎が発症しない事実から[19、20]、慢性大腸炎における IL-7 の
必須性を明らかとしてきた。しかしながら、腸炎発症IL-7Tgマウスの炎症（腸管）局所ではIL-7産生
の劇的な減少という矛盾に直面した[17]。従って、腸炎発症及び維持において、全身性あるいは腸
管局所性 IL-7 のどちらが必要なのかを検討した。 
 
1-2. 実験方法 
II-2 以降で共通の項目については、本章に記載した。 
 
動物 
6 から 12 週令の C57BL/6-Ly5.2 マウスは日本クレア（東京）より購入した。同週令の
C57BL/6-Ly5.1 マウス及び C57BL/6-Ly5.2-RAG-2 欠損(RAG-2–/–)マウスは実験動物中央研究所
（東京）より購入した。IL-7–/– x RAG-1–/– マウス及び RAG-1–/–マウスは Rosa Zamoyska 博士 
(National Institute for Medical Research, London, U.K.)より供与していただいた[21]。搬入後 1 週間
以上馴化飼育の後、実験に用いた。 
C57BL/6-Ly5.2 の脾臓を無菌化で採取し溶血処理後、単核細胞浮遊液を調製した。その浮遊液
を抗マウス抗CD4（L3T4）MACSシステム（Miltenyi Biotec）を用いてCD4+細胞を分取した。濃縮され
た CD4+ 細胞を、PE 標識抗マウス CD4（RM4-5; BD Pharmingen）及び FITC 標識抗マウス CD45RB
（16A; BD Pharmingen）にて染色し、FACS Aria（BD）セルソーターを用いて CD4+ CD45RBhigh
（CD45RB の強陽性部分の 30%を分取）細胞を分取した[22、23]。そこで分取した細胞を、RAG-2–/–
マウス及び IL-7–/– x RAG-1–/– マウスに 3×105 個づつ腹腔内投与した。細胞移入 8 週後に
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Figure1-1 A に示す 4 群の並体結合を行った。つまり、グループ 1：腸炎発症 RAG-2–/–マウスと
C57BL/6-Ly5.1 マウスの並体結合、グループ 2：腸炎発症 RAG-2–/–マウスと新たな RAG-2–/–マウス
の並体結合、グループ 3：腸炎発症 RAG-2–/–マウスと IL-7–/– x RAG-1–/– DKO マウスの並体結合、
グループ 4：腸炎未発症 IL-7–/– x RAG-1–/– マウスと RAG-2–/–マウスの並体結合を作成した。並体
結合後 4 週にて、各群における腸炎の発症状態（クリニカルスコア及び病理学的スコア）、各臓器
（脾臓、骨髄、腸管粘膜内）における CD3+CD4+細胞数、腸管粘膜内 CD3+CD4+細胞のサイトカイン
産生能を ELISA にて検討した。また、腸管における IL-7 の発現を RT-PCR 法及び蛍光免疫染色法
を用いて検討した。 
 
病理学的スコア 
解剖時に腸管の近位、中位、遠位の 3 箇所をそれぞれ 10%中性緩衝ホルマリン溶液にて固定し、
パラフィン包埋後ヘマトキシン・エオジン染色した。標本は盲検後、以前に報告された方法（Table.
１）を用いて病理学的スコアを算出した [24] 。 
Table 1. Histological Score 
 
 
 
 
細胞浮遊液の調整法 
脾臓、骨髄及び腸管粘膜内の単核細胞浮遊液は以前報告された方法に従い調製した[18]。つま
り、脾臓はスリ付きスライドグラスを用いて機械的にすり潰して単核細胞浮遊液を調製した。骨髄細
胞は、マウス両足の大腿骨を採取し両端を切り落としたあと 23G 注射針をつけた 5mL 注射筒にて
PBS をフラッシングすることにより調製した。腸管粘膜内単核細胞は、まず腸管内内容物を PBS に
て洗浄後、腸管を1mm2程度になるように細切した。上皮を取り除くために、1mMジチオスレイトール
（Sigma－Aldrich）含有ハンクス緩衝液にて 45 分間、37℃でインキュベートした。その後、3.0mg/mL
コラゲナーゼ A（Roche）液にて 2 時間、37℃でインキュベートした。この反応液を、40%/75%パーコー
Score Mucosal damage Submucosa damage muscularis damage
0 normal
 normal or widely scattered
leukocytes
normal or widely scattered
leukocytes
1
3–10 intraepithelial cells
(IEL)/high power field (HPF)
and focal damage,
focal aggregates of
leukocytes
widely scattered leukocyte
aggregates between muscle
layers
2 >10 IEL/HPF and rare cryptabscesses
diffuse leukocyte infiltration
with expansion of submucosa
leukocyte infiltration with
focal effacement of the
muscularis
3
10 IEL/HPF, multiple crypt
abscesses and
erosion/ulceration
diffuse leukocyte infiltration
extensive leukocyte
infiltration with transmural
effacement of the
muscularis  
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ル（GE Healthcare）を用いて比重遠心を行い、中間層の腸管粘膜内単核細胞（LPMC）を分取した。 
LPMC より抗マウス抗 CD4（L3T4）MACS システム（Miltenyi Biotec）を用いて CD4+細胞を分取し
た。この細胞の純度は、FACSCalibur（BD）にて確認した。 
 
RT-PCR 法 
Total RNA は Isogen（Nippon Gene）を用いて抽出した。抽出した 5μg の RNA をファーストストラン
ドｃDNA 合成キット（Roche）にて cDNA を作成した。その 1μL をテンプレートとし、0.25U のｒTaq
（Toyobo）にて PCR 反応を行った。使用したプライマー及びサイクル数は以下の通りである。sense 
IL-7、 5'-GCCTGTCACATCATCTGAGTGCC-3' antisense IL-7, 5'-CAGGAGGCATCCAGGAACT 
TCTG-3' (35 サイクル)、sense G3PDH, 5'-TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC-3' antisense 
G3PDH, 5'-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3' (30 cycles)。PCR 産物は、1.8%アガロールゲル
にて電気泳動後、エチジウムブロマイド（ナカライ）にて染色し、Lumi-Imager F1（Roche）にて画像解
析した。 
 
蛍光免疫染色 
各動物の腸管を OCT コンパウンドにて包埋し、凍結標本を作製した。6μm の連続凍結切片を作
成し、コーティング済みスライドグラスに貼り付けた。免疫染色用精製抗マウス CD4 モノクローナル
抗体（RM4-5;BD Pharmingen）あるいはビオチン標識抗マウス IL-7 ポリクローナル抗体（BAF407; 
R&D Systems）を 4℃にて一昼夜反応させた。PBST にて 3 回洗浄後、Molecular Probes 社の
AlexaFluor 488 goat anti-rat IgG（CD4 用）あるいは AlexaFluor 488 ストレプトアビジン（IL-7 用）を室
温にて 1 時間反応後、DAPI にて核染色を行い封入した。全ての標本は、共焦点レーザー顕微鏡
（LSM510; Carl Zeiss）を用いて観察した。 
 
サイトカイン ELISA 
96well 平底プレート（BD Falcon）に 5μg/mL 抗マウス CD3ε抗体（145-2C11； BD） 100μL を
37℃、5% CO2 インキュベーター内にて 3 時間反応させ、抗体を固層化した。そのプレートの 1well あ
たり 200μLの 10%FCS含有 RPMI-1640 に、分取した 1×105個のLPCD4+細胞及び終濃度 2μg/mL
になるように抗マウスＣＤ28 抗体（37.51； BD）を添加し、37℃、5%CO2 インキュベーター内にて 48 時
間反応後、上清を回収した。回収した上清は適宜希釈し、マウス IFN-γ及び TNF-α濃度を特異的
ELISA（R&D Systems）を用いて測定した[18-20]。 
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フローサイトメトリー 
脾臓、骨髄及び腸管粘膜内細胞の細胞表面抗原は特異的標識抗体を用いて FACSCalibur（BD）
にて測定した。つまり、各細胞浮遊液 1×106 個を抗マウス FcγR 抗体（CD16/32; 2.4G2; BD 
Pharmingen）で 4℃、15 分間ブロッキングを行ったのち、抗原特異的 FITC 標識、PE 標識、PerCP 標
識、APC 標識抗体を 20 分反応させ、細胞を染色した。染色した細胞は、FACSCalibur にて標準プロ
トコルを用いた 4 カラーフローサイトメトリー分析を行った。本実験では、BD Pharminge 社から入手し
た抗 CD3 抗体（145-2C11）、抗 CD4 抗体（RM4-5）、抗 CD45RB 抗体（16A）、抗 CD45.1 抗体（Ly5.1; 
A20）、抗 CD45.2 抗体（Ly5.2; 104）を用いた。 
 
1-3. 結果 
各群における腸炎の状態（Figure 1-1、Figure 1-2.） 
各群における腸炎の状態を、クリニカルスコア及び病理学的スコアにて検討した結果、予想通り
Group2 IL-7(+) Host マウスに腸炎が発症した。驚いた事に、Group3 腸管特異的 IL-7 欠損 Host マ
ウスでは腸管 IL-7 がないにも関わらず腸炎が発症した。一方、正常マウスと並体結合した
Group1IL-7(+)腸炎 Donor マウスの腸炎は治癒した。Group4 腸炎未発症 IL7 欠損 Donor マウスと
IL-7(+)Rag-/-Host マウスを並体結合した結果、Donor 及び Host マウス共に腸炎は発症しなかった。 
また、腸管粘液分泌細胞（杯細胞）を染色するアルシアンブルー染色を行った結果、既報[17]の
通り腸炎発症マウスで IL-7 の有無に関わらず杯細胞の劇的な減少が確認された。 
 
各群における腸管粘膜内 CD4+細胞の浸潤の状態（Figure 1-3.） 
本モデルでは腸炎の重症度に比例して、腸管粘膜内に CD4+リンパ球の浸潤が報告されている。
そこで、各群における腸管粘膜内の CD4+リンパ球の浸潤を蛍光免疫染色法にて検討した。その結
果、腸炎が発症している Group2 及び Group3 の Donor 及び Host マウスで IL-7 の有無に関わらず
非常に多くの CD4+リンパ球が浸潤していることがわかった。一方、腸炎が治癒した Group1 Donor
マウスではほとんど CD4+リンパ球の浸潤はなかった。Group4 腸炎未発症 IL7 欠損 Donor マウスと
IL-7(+)Rag-/-Host マウスを並体結合した結果、Donor 及び Host マウス共に腸管への CD4+リンパ球
の浸潤はなかった。 
 
各群における腸管粘膜内リンパ球のサイトカイン産生能（Figure 1-4.） 
各群のマウスより LPCD4+細胞を分取し、抗 CD3/抗 CD28 で 48 時間刺激した際のサイトカインプ
ロファイルを検討した結果、Group2 及び Group3 腸炎発症マウスでは IL-7 の産生有無に関わらず
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著明な Th-1 サイトカイン（IFN-γ及び TNF-α）の産生を認めた。一方、Group1 腸炎治癒 Donor マウ
ス及び Group4 マウスでは Th-1 サイトカインの産生が抑制されていた。 
 
各群における腸管、脾臓及び骨髄中 CD3+CD4+細胞数の変化（Figure 1-5.） 
各群の腸管、脾臓及び骨髄での CD3+CD4+細胞数を検討した結果、腸管では Group3 IL-7 欠損
Host マウスでも Donor マウスや陽性対照群である Group2 マウス同様に著明に増加していた。一方、
脾臓及び骨髄の CD3+CD4+細胞数は Group3 IL-7 欠損 Host マウスで有意に減少していた。このこ
とから、腸管の CD3+CD4+細胞の増殖は IL-7 非依存性であり、脾臓及び骨髄のは IL-7 依存的であ
ることがわかった。ここまでの結果から、腸炎の発症及び維持に腸管 IL-7 は必須では無いことが示
された。 
 
各群における腸管での IL-7 の発現量の変化（Figure 1-6.） 
最近の研究で、骨髄幹細胞である MSC 細胞の骨髄からの誘導と言う概念が注目されており[25]、
Donor 側から Host 側に IL-7 産生細胞が移行している可能性が示唆された。そこで、このことを検討
する目的で各群の腸管における IL-7 の発現を蛍光免疫染色法及び RT-PCR 法にて検討した。 
その結果、今までの報告[17]同様に腸炎発症マウス腸管では IL-7 の産生量はタンパクレベル及
び RNA レベルで減少していた。一方、Group3 IL-7 欠損 Host マウスでもタンパクレベル及び RNA レ
ベルでも IL-7 の産生が認められないことから、Donor 由来の IL-7 産生細胞の移入はないことがわ
かった。 
 
 
1-4. 考察 
我々はこれまでに、①腸管上皮細胞が IL-7 を産生すること[8]、②IL-7 トランスジェニック(Tg)マウ
スが慢性腸炎を自然発症すること[17]、③腸炎腸管粘膜内 CD4+IL7Rαhigh 細胞は腸炎惹起性である
こと[18]、④全身性 IL-7 欠損免疫不全マウス IL-7-/-×RAG1-/-（IL7DKO）にナイーブ T 細胞（未感作
ヘルパー型 CD4+ CD45RBhigh T 細胞）を移入しても腸炎が発症しない事実から[19、20]、慢性大腸炎
における IL-7 の必須性を明らかとしてきた。しかしながら、腸炎発症 IL-7Tg マウスの炎症（腸管）
局所では IL-7 産生の劇的な減少という矛盾に直面した[17]ことから、腸炎発症及び維持において、
全身性あるいは腸管局所性 IL-7 のどちらが必要なのかを検討した。 
その事を解決する為に今回は T 細胞移入大腸炎モデル及び全身 IL-7 欠損 IL7DKO マウスと並
体結合モデルを用いて、腸管特異的 IL-7 欠損マウス（Group3 Host マウス）を作成し、このマウスに
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腸炎が発症しうるかどうかを検討した。その結果、この腸管特異的 IL-7 欠損マウスにも腸炎が発症
したことから、腸炎の発症及び維持には腸管外の IL-7 が必須であり、腸管局所の IL-7 は必須でな
いことが明らかとなった。 
最近の研究で、IL-7 が CD4+T 細胞に Fas 発現を増強し、Fas 経路を介したアポトーシスを誘導す
ることが報告された[26-28]。 
腸炎発症マウスと RAG1-/-（Group2）及び IL-7DKO（Group3）を並体結合した結果、Group2 及び
Group3 Host マウスに腸炎が発症した。Group2 Host マウスに腸炎が発症した理由として Donor マ
ウスの腸炎惹起性細胞が Host マウスに移行したことによると考えられた。また、Group3 Host マウ
ス（IL-7DKO）にも腸炎が発症した理由として、Donor 側の IL-7 が血流を介して全身性に循環したこ
とが示唆された。 
腸炎発症マウスと正常マウスを並体結合した Group1 では、Donor マウスの腸炎が治癒し、Host
マウスにも腸炎は発症しなかった。このグループの Donor マウスの腸炎が治癒した理由として、
Hostマウス（正常マウス）のCD4+Foxp3+ 制御性T細胞[29-31]によるものと考えられた。また、抑制
効果のみではなく、各臓器における Donor マウス CD4+ T 細胞と Host マウス CD4+ T 細胞との競合
による作用も考えられた。 
IL-7DKO マウスに CD4+CD45RBhigh 細胞を移入 8 週後に RAG2-/-マウスと並体結合した Group4
では、Donor 及び Host マウス共に腸炎は発症しなかった。このグループで腸炎が発症しなかった理
由として、IL-7DKO（Group4 Donor）マウスで維持されている CD4+ T 細胞が並体結合時には既に腸
炎惹起性が失われていたと考えられた。あるいは、IL-7 が無い状態によって、CD4+T 細胞の恒常性
に異常が起こり、T 細胞としての機能がおかしくなったと考えられた。このことから、IL-7 は初期腸炎
惹起性 CD4+T 細胞の成立及び維持に必須であることが示唆された。 
また、興味深い事に腸管、脾臓及び骨髄での CD3+CD4+細胞数を検討した結果、腸管では
Group3 IL-7 欠損 Host マウスでも Donor マウスや陽性対照群である Group2 マウス同様に著明に
増加していた。一方、脾臓及び骨髄の CD3+CD4+細胞数は Group3 IL-7 欠損 Host マウスで有意に
減少していた。このことから、腸管の CD3+CD4+細胞の増殖は IL-7 非依存性であり、脾臓及び骨髄
のは IL-7 依存的であることが示唆された。腸管の腸炎惹起性 CD4+T 細胞の恒常性の維持は、腸
炎発症後はサイトカインではなく、腸内細菌により維持されている可能性が示唆された。 
 
1-5. 小括 
・ 腸炎の発症及び維持には腸管外 IL-7 が必須であり、腸管粘膜局所の IL-7 は必須ではない 
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Figure 1-1. Host IL-7–/– x RAG-1–/– mice in parabionts with diseased IL-7+/+ x RAG-1–/– donor mice 
show a wasting disease and clinical signs of colitis. A, Parabiosis experimental design. For an adoptive 
transfer, splenic CD4+CD45RBhigh T cells were isolated from C57BL/6-Ly5.2 mice, and then 
transferred into female IL-7+/+ x RAG-1–/– mice (n = 18) and IL-7–/– x RAG-1–/– mice (n = 6). Six wk 
after transfer, IL-7+/+ x RAG-1–/–, but not IL-7–/– x RAG-1–/–, mice transferred with CD4+CD45RBhigh
T cells developed a wasting disease and colitis. As parabiosis pairs, Group 1 parabionts were joined 
between colitic donor IL-7+/+ x RAG-1–/– mice and normal host C57BL/6-Ly5.1 mice (n = 6 pairs). 
Group 2 parabionts were joined between colitic donor IL-7+/+ x RAG-1–/–mice and new host IL-7+/+ x 
RAG-1–/– mice (n = 6 pairs). Group 3 parabionts were joined between colitic donor IL-7+/+ x RAG-1–/–
mice and new host IL-7–/– x RAG-1–/– mice (n = 6 pairs). Group 4 parabionts were joined between 
noncolitic donor IL-7–/– x RAG-1–/– mice and new host IL-7+/+ x RAG-1–/– mice (n = 6 pairs). Jointed 
animals were maintained for 4 wk after surgery. Gr. 1, Group 1; Gr. 2, Group 2; Gr. 3, Group 3; and 
Gr. 4, Group 4. B, Clinical scores were determined at 4 wk after surgery as described in Materials and 
Methods. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01, vs Group 1 donor 
mice. **, p < 0.01, vs Group 1 host mice. 
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Figure 1-2. IL-7–/– x RAG-1–/– host mice in parabionts with diseased IL-7+/+ x RAG-1–/– donor mice 
develop colitis. A, Histological examination by H&E staining (left) and Alcian blue staining (right) of 
the colon from each group at 4 wk after surgery. Representative of four separate samples in each 
group. Original magnification, x100. B, Histological scoring of the colon from Groups 1–4 at 4 wk 
after surgery. Data are indicated as the mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01, vs Group 
1 donors. **, p < 0.01, vs Group 1 hosts. Gr., Group. 
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Figure 1-3. IL-7–/– x RAG-1–/– host mice in parabionts developed colitis with the marked infiltration 
of immigrant CD4+ T cells from donor mice. CD4 immunostaining and DAPI counterstaining of the 
colon from Groups 1–4 at 4 wk after surgery. Frozen sections were fixed with 4% paraformaldehyde
phosphate buffer solution and stained with anti-mouse CD4 mAb, followed by AlexaFluor 488 goat 
anti-rat IgG as secondary Ab and DAPI counterstaing. A large number of CD4+ T cells were infiltrated 
in the colonic mucosa of IL-7–/– x RAG-1–/– host mice (Group 3) as well as in that of IL-7+/+ x RAG-1–
/– host mice (Group 2). Representative of four separate samples in each group. Original magnification: 
x100. Gr., Group. 
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Figure 1-4. IL-7–/– x RAG-1–/– host mice in parabionts develop Th1-mediated colitis. LP CD4+ T cells 
were prepared from colons at 4 wk after surgery and stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs
for 48 h. Concentrations of IFN-γ , and TNF-α in culture supernatants were measured by ELISA. 
Data are indicated as the mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01, vs Group 1 donors. 
**, p < 0.01, vs Group 1 hosts. Gr., Group. 
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Figure 1-5. Expansion of BM and SP, but not of LP, CD4+ T cells in IL-7–/– x RAG-1–/– host mice in 
parabionts is dependent on IL-7. LP (A), BM (B), and SP (C) CD4+ T cells were isolated from each 
mouse of Groups 1–4 at 4 wk after surgery, and the number of CD4+ cells were determined by flow 
cytometry. Data are indicated as the mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01, vs Group 1 
donors. **, p < 0.01, vs Group 1 hosts. ***, p < 0.01, vs Group 2 hosts. For cells in Group 1 
parabionts, cells were stained with anti-CD45.1 mAb and anti-CD45.2 mAb to discriminate between 
donor or host origin. Gr., Group. 
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Figure 1-6. IL-7 is not detected in host IL-7–/– x RAG-1–/– mice in parabionts with diseased IL-7+/+ x 
RAG-1–/– donor mice. A, Frozen sections of colon from each mouse in Groups 1–4 at 4 wk after 
surgery were stained with polyclonal anti-IL-7 Abs. Representative of five separate samples in each 
group. Original magnification: x100. B, Expression of IL-7 mRNA in the whole colon was determined 
by RT-PCR. Representative of five separate samples in each group. Gr., Group. 
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II-2 慢性大腸炎の維持に対するナイーブ細胞の供給の必要性について 
 
2-1. 序 
IBD の原因は未だ不明であるが、その一つとして腸内細菌抗原の認識がうまくいかず腸炎惹起
性のエフェクターT 細胞やメモリーT 細胞を産生してしまう事が考えられている[32-34]。一般的に
IBD 患者の病態は再燃と緩解を繰返している[1-6] 。このことから、慢性大腸炎の維持機構の一つ
として腸炎惹起性 T 細胞（実行細胞）の増殖が考えられている。しかし、その実行細胞（エフェクター
T 細胞）は記憶型 T 細胞（メモリーT 細胞）が再活性化して増殖するのか[35]、あるいは、胸腺から
供給されるナイーブ細胞から実行細胞に分化増殖するのか不明である。メモリー細胞は一般的に
抗原が排除されることにより成立するが[36-38]、IBD では抗原である腸内細菌は一般的に排除さ
れることはない。ところで、マウスの白血球には白血球共通抗原である CD45 が発現しており、さら
にマウスの系統により CD45.1（Ly5.1）及び CD45.2（Ly5.2）の 2 つのアロタイプが存在する。このアロ
タイプの違いにより移入した細胞の追跡が可能となる。そこで、腸炎の維持にナイーブ細胞の継続
的な供給が必要かどうか検討する為に RAG2-/-マウスに Ly5.1+及び Ly5.2+ ナイーブ T 細胞の移入
時期を変えて、腸炎の程度の変化及び Ly5.2（初期に移入した細胞）と Ly5.1（後から移入した細胞）
の細胞表面抗原を検討した。 
 
2-2. 実験方法 
II-3 以降で共通の項目については、本章に記載した。 
 
動物 
6 から 12 週令の C57BL/6-Ly5.2 マウスは日本クレア（東京）より購入した。同週令の
C57BL/6-Ly5.1 マウス及び C57BL/6-Ly5.2-RAG-2 欠損(RAG-2–/–)マウスは実験動物中央研究所
（東京）より購入した。搬入後 1 週間以上馴化飼育の後、実験に用いた。 
II-1 の方法に従い、FACS Aria（BD）セルソーターを用いて CD4+ CD45RBhigh 細胞を分取した。 
 
① 移入実験 1 
 Group1：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群（0wks） 
 Group2：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し、移入 5wks に
3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 Group3: RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を 5wks に移入した群 
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②移入実験 2 
 Group1：RAG-2–/–マウスに 3×104 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し、最初の細胞を
移入した 5wks 後に 3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 Group2：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し、最初の細胞を
移入した 5wks 後に 3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 Group3：RAG-2–/–マウスに 3×106 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し、最初の細胞を
移入した 5wks 後に 3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 
③移入実験 3 
 Group1：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し群 
 Group2：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を 0wks に移入し、最初の細胞を
移入した 13wks 後に 3×105 個の Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 
各群における腸炎の発症状態（クリニカルスコア及び病理学的スコア）、各臓器（脾臓、末梢血、
腸間膜リンパ節、骨髄、腸管粘膜内）におけるCD3+CD4+細胞数及びLy5.1/Ly5.2比率、各臓器にお
ける CD3+CD4+細胞の細胞表面マーカーの発現、各臓器における細胞内サイトカイン（IFN-γ及び
IL-17）アッセイを検討した。 
 
病理学的スコア 
II-1 に準じておこなった。 
 
細胞浮遊液の調整法 
脾臓、骨髄及び腸管粘膜内の単核細胞浮遊液は II-1 に準じて調製した。腸間膜リンパ節（MLN）
は脾臓と同様にスリ付きスライドグラスを用いて機械的にすり潰して単核細胞浮遊液を調製した。
末梢血はマウスを軽麻酔科回復し腹部大静脈より 600μL を採血した。採取した血液は PBS で 2
倍に希釈後、Lymphosepar II（IBL）による比重遠心法を用いてリンパ球を分離した。 
 
細胞内サイトカインアッセイ 
LPCD4+、脾臓 CD4+、MLN CD4+ 細胞は抗マウス抗 CD4（L3T4）MACS システム（Miltenyi Biotec）
を 用 い て CD4+ 細 胞 を 分 取 し た 。 分 取 し た 細 胞 5 × 105 ～ 1 × 106 に 、 50ng/mL の
phorbol-12-myristate-13 aceate（PMA; Calbiochem）と 500ng/mL のイオノマイシン（Sigma-Aldrich）
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及び 5μg/mL のブレフェナジン A（GolgiPlug; BD Pharmingen）を添加し、37℃、5% CO2 インキュベー
ター内にて 10 時間反応させ T 細胞を刺激した。細胞表面染色後、Cytefix/CytopermTM（BD 
Pharmingen）を用いて細胞固定及び細胞膜透過処理を行った。細胞内サイトカインは、PE 標識抗マ
ウス IFN-γ（XMG1.2； BD Pharmingen）及び PE 標識抗マウス IL-17（TC11-18H10；BD Pharminge）
抗体を用いて染色した。 
 
フローサイトメトリー 
II-1 に準じて行った。抗体は抗マウス IL-7Rα抗体（A7R34）は eBioscience より入手した。その他
の抗体は BD Pharminge より入手した。FITC、 PE 及び PerCP®標識抗マウス CD3（145-2C11）; PE 
及び allophycocyanin 標識抗マウス CD4（RM4-5）; allophycocyanin 標識抗マウス CD44（IM7）; PE
標識抗マウス CD62L（MEL-14）; FITC 及び PE 標識抗マウス CD69（H1.2F3）; FITC 及び PE 標識抗
マウス Ly5.1 (CD45.1；A20); FITC 標識抗マウス Ly5.2 (CD45.2；104); PE 標識抗マウス PD-1（J43）; 
FITC 標識抗マウス Vβ2（B20.6）; FITC 標識抗マウス Vβ3（KJ25）; FITC 標識抗マウス Vβ4（KT4）; 
FITC 標識抗マウス Vβ5.1/2（MR9-4）; FITC 標識抗マウス Vβ6（RR4-7）; FITC 標識抗マウス Vβ7
（TR310）; FITC 標識抗マウス Vβ8.1/2（MR5-2）; FITC 標識抗マウス Vβ8.3（B21.14）; FITC 標識抗マ
ウス Vβ9（MR10-2）; FITC 標識抗マウス Vβ10b（B21.5）; FITC 標識抗マウス Vβ11（RR3-15）; FITC
標識抗マウス Vβ12（MR11-1）; FITC 標識抗マウス Vβ13（IN12.3）; FITC 標識抗マウス Vβ14（14.2）。 
 
2-3. 結果 
移入時期の変化による腸炎の状態（Figure 2-1.） 
腸炎発症マウスにおいて継続的なナイーブ T 細胞の供給が重要であるかを検討した結果、
Group1-3 で腸炎の程度に差はなかった。また、各群における SP、PB、MLN、LP 及び BM の
CD3+CD4+細胞数に変化はなかった。Group2 では、各臓器で Ly5.1/Ly5.2 比率がほぼ同等になって
おり、時期をずらして移入した Ly5.1+細胞も SP 及び LP で CD4+CD44+エフェクターメモリーT 細胞
（TEM）に分化していた。さらに、各群の SP 及び LP で初期活性化マーカーである CD69 の変化を確
認したところ、LP でより活性化していることがわかった。 
 
初期移入細胞数の変化による腸炎の状況（Figure 2-2.、Figure 2-3、Figure2-4） 
初期に移入したナイーブ T 細胞数により、あとから供給されるナイーブ T 細胞の増殖にどのよう
な変化が生じるか検討した結果、初期移入細胞数の違いにより最終的な腸炎の程度に変化は認め
られなかった。興味深い事に、各臓器における CD3+CD4+細胞数を検討した結果、Group1-3 で有意
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な差はなかった。このことから、腸炎マウスの各臓器における腸炎惹起性 CD4+T 細胞のスペースは
同様であることが示唆された。さらに、各群における Ly5.1/Ly5.2 比率を検討した結果、初期に移入
した細胞数に従って Ly5.2 細胞の比率が増加した。 
次に各臓器、各細胞（Ly5.1+CD4+と Ly5.2+CD4+）における各種細胞表面マーカーを検討した結果、
Ly5.2+ （ 初 期 移 入 細 胞 ） 細 胞 及 び Ly5.1+ （ 後 か ら 移 入 し た 細 胞 ） 細 胞 共 に 、
CD4+CD44highCD62L-IL-7Rαhigh エフェクターメモリーT 細胞（TEM）に分化していた[19、39]。また、興味
深いことに Group3（初期移入細胞数が多い群）では CD4+CD44-CD62L+IL-7Rαhigh セントラルメモリー
T 細胞（TCM）細胞が増殖していた。 
更に、後から移入したナイーブ T 細胞（Ly5.1+）も初期の腸炎惹起性 T 細胞（Ly5.2+）と同様の抗原
エピトープを認識できるかどうかを検討する為に、様々な抗原を認識する T 細胞受容体（TCR）の可
変領域である Vβを各群、各細胞で検討した。その結果、各群、各細胞で同様の Vβレパトアを発現
していることより、後から移入したナイーブ T 細胞も同様の抗原エピトープを認識出来ることが示唆
された。 
 
初期移入細胞の老化について（Figure 2-5、Figure 2-6） 
最近の研究で、慢性ウィルス感染症においてウィルス特異的エフェクターCD8+T 細胞が疲弊する
ことが報告されている[36、40-43]。このことから、本モデルにおいても腸炎惹起性エフェクターメモリ
ーCD4+T 細胞の疲弊がおこるかどうかを検討した。Group1 及び Group2 で腸炎の重症度について
は有意な差はなかったが、Group1 の LPCD4+細胞数は Group2 に比べて増加傾向であった。また、
細胞表面マーカーを検討した結果、Group1 及び Group2 で同様の細胞であった。 
更なる検討を行った結果、Group1 の LP の Ly5.2+CD4+細胞（初期移入細胞）で炎症性サイトカイ
ンの一種である IFN-γの産生が低下していた。また、LP、MLN、SP の Ly5.2+CD4+細胞（初期移入細
胞）で同じく炎症性サイトカインの一種である IL-17 の産生が低下していたことから、初期移入細胞
である Ly5.2+細胞は疲弊し、老化していることが示唆された。 
 
2-4. 考察 
IBD の原因は未だ不明であるが、その一つとして腸内細菌抗原の認識がうまくいかず腸炎惹起
性のエフェクターT 細胞やメモリーT 細胞を産生してしまう事が考えられている[32-34]。一般的に
IBD 患者の病態は再燃と緩解を繰返している[1-6] 。このことから、慢性大腸炎の維持機構の一つ
として腸炎惹起性 T 細胞（実行細胞）の増殖が考えられている。しかし、その実行細胞（エフェクター
T 細胞）は記憶型 T 細胞（メモリーT 細胞）が再活性化して増殖するのか[35]、あるいは、胸腺から
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供給されるナイーブ細胞から実行細胞に分化増殖するのか不明である。メモリー細胞は一般的に
抗原が排除されることにより成立するが[36-38]、IBD では抗原である腸内細菌は一般的に排除さ
れることはない。そこで、腸炎の維持にナイーブ細胞の継続的な供給が必要かどうか検討する為に
RAG2-/-マウスに Ly5.1+及び Ly5.2+ ナイーブ T 細胞の移入時期を変えて、腸炎の程度の変化及び
Ly5.2（初期に移入した細胞）と Ly5.1（後から移入した細胞）の細胞表面抗原を検討した 
その結果、腸炎を発症しているマウスに新たにナイーブ T 細胞を移入すると移入した細胞は
CD4+CD44highCD62L-IL-7Rαhigh エフェクターメモリーT 細胞（TEM）に初期移入腸炎惹起性 CD4+T 細胞
と競合しながら分化、増殖した。また、TCR Vβレパトアが移入時期を変えて移入した細胞も初期に
移入し分化した CD4+T 細胞と同様であったことから、両方の細胞が同様の抗原エピトープを認識す
ると示唆された。さらに、初期に移入した LPCD4+細胞の IFN-γ及び IL-17 の産生が低下していたこ
とから、初期移入 LPCD4+細胞は免疫学的に疲弊（老化）していると考えられた。このような免疫学
的疲弊は、慢性ウィルス感染症の CD8+T 細胞でも報告されている[41-43]。しかしながら、最近の研
究で慢性感染の場合の CD4+ T 細胞及び CD8+ T 細胞の維持に抗原に依存していることが報告され
た[44、45]。 
また最近我々は、CD4+CD45RBhigh 移入大腸炎モデルの LPCD4+T 細胞を継続的に 7 回再移入し
た実験を行った[46]。最初の数世代の LPCD4+T 細胞の移入では腸炎は発症するものの、腸炎の発
症までの期間の延長や軽症化が認められた。7 世代以上ではほとんどのマウスで腸炎は発症しな
かった。これらのマウスから採取した LPCD4+T 細胞は炎症性サイトカインの産生能の低下及び
PD-1 分子の上昇が認められたことから、世代を追うごとに細胞が老化し、腸炎が発症しなくなった
と考えられた。 
これらの結果から、腸炎惹起性 CD4＋T 細胞が新たなナイーブ細胞から産生され、その事が慢性
腸炎の維持に重要であることが示唆された。 
 
2-5. 小括 
・ 慢性腸炎の維持機構の一つとして常にナイーブ T 細胞が供給されることが重要である 
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Figure 2-1. Newly recruited CD4+CD45RBhigh T cells are primed and converted to CD4+CD44high T 
cells. (A) Experimental design. C57BL/6-Ly5.2-RAG-2-/- mice were divided into three groups as 
described in the Materials and methods. (B) Ongoing clinical scores for the three groups were 
determined at the indicated times. (C) Histopathological findings of colon. Original magnification, 
x100. (D) Histological scores were determined at 10 wk after the first transfer. (E) Recovered cell 
numbers of CD3+CD4+ T cells from SP, PB, LP, MLN, and BM. (F) Phenotypic characterization of SP 
and LP CD4+ T cells after the transfer of CD4+CD45RBhigh T cells. Representative results shown are 
from six mice per group.
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Figure 2-2. Newly generated CD4+CD44high T cells compete with pre-existing CD4+CD44high T cells 
depending on the transferred cell numbers. (A) Experimental design. C57BL/6-Ly5.2-RAG-2-/- mice 
were divided into three groups as described in the Materials and methods. (B) Ongoing clinical scores 
for the three groups were determined at the indicated times. (C) Histopathological findings of colon. 
Original magnification, x100. (D) Histological scores were determined at 10 wk after the first transfer. 
(E) Recovered cell numbers of CD3+CD4+ T cells from SP, PB, LP, MLN, and BM. Cell numbers of 
Ly5.1+ or Ly5.2+ CD3+CD4+ T cells were determined by four-color flow cytometry. (F) Phenotypic 
characterization of SP, MLN, PB, BM and LP CD4+ T cells after the transfer of CD4+CD45RBhigh T 
cells. Results shown are from six mice per group. *p<0.05 vs. Ly5.2 ratio in same group.
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Figure 2-3. Phenotypic characterization of SP, MLN and LP CD4+ T cells after a sequential adoptive 
transfer as described in Fig. 2-2. Flow cytometric analysis shows that most of the transferred 
CD4+CD45RBhigh T cells in Group 1 (10^4), Group 2 (10^5), and Group 3 (10^6) mice have the 
characteristics of CD4+CD44highCD62L-IL-7Rhigh TEM cells. Results shown are from six mice per group.
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Figure 2-4. Flow cytometric analysis of Vβ families on the surface of the splenic CD4+ T cells in the 
Group 1 (10^4), Group 2 (10^5), and Group 3 (10^6) mice described in Fig. 2. To analyze the TCR Vβ
family repertoire, splenic cells were four-color-stained with PerCP®-conjugated anti-CD3mAb, 
allophycocyanin-conjugated anti-CD4 mAb, PE-conjugate anti-Ly5.1 or Ly5.2 mAb, and the indicated 
mAb of a panel of 14 FITC-conjugated Vβ mAb. Each percentage value indicates the frequency of 
each Vβ (n=6). Naïve, CD4+CD45RBhigh T cells serves as a control.
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Figure 2-5. Pre-existing CD4+CD44high T cells are gradually exhausted. (A) Experimental design. 
C57BL/6-Ly5.2-RAG-2-/- mice were divided into two groups: Group 1, RAG-2-/- mice transferred with 
Ly5.2-derived CD4+CD45RBhigh T cells at 0 wk (n=6), and Group 2, RAG-2-/- mice transferred with 
Ly5.2-derived CD4+CD45RBhigh T cells at 0 wk, and again transferred with Ly5.1-derived 
CD4+CD45RBhigh T cells at 13 wk after the first transfer (n=6). Mice were observed for 17 wk after 
the first transfer. (B) Total clinical scores were determined at 17 wk after the first transfer as described 
in Materials and methods. Data are indicated as the mean ± SEM of six mice per group. (C) 
Histopathological findings of colon. Original magnification, x100. (D) Histological scores were 
determined at 17 wk after the first transfer. Data are indicated as the mean ± SEM of six mice in each 
group. (E) Recovered cell numbers of CD3+CD4+ T cells from SP and LP. The cell number of Ly5.1+
or Ly5.2+ CD3+CD4+ T cells was determined by four-color flow cytometry. Data are indicated as the 
mean ± SEM of six mice per group. N.S., not significant. (F) Phenotypic characterization of LP CD4+
T cells after the transfer of CD4+CD45RBhigh T cells. Representative results shown are from one mice 
per group (six mice per group were analysed).
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Figure 2-6. Preexisting CD4+CD44high T cells are gradually exhausted. (A) Expression of IFN-γ and 
IL-17 on freshly isolated cells from LP, MLN, and SP in the Group 1 and Group 2 mice described in 
Fig. 2-5. Cells were labeled for Ly5.1, Ly5.2, CD4, and intracellular IFN-γ or IL-17. Ly5.2+ and Ly5.1+
CD4+ cells were gated and analyzed for the presence of CD4+IFN-γ+ cells or CD4+IL-17+. Number in 
upper quadrant represents the percentage of IFN-γ+ or IL-17+ cells among CD4+ cells. (B) The ratios of 
IFN-γ+ or IL-17+ cells among Ly5.1+ or Ly5.2+ cells were analyzed by gating Ly5.1 or Ly5.2 on CD4+ 
cells. Results shown are from six mice per group. *p<0.05.
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II-3 慢性大腸炎の維持に対する腸内細菌の関与について 
 
3-1. 序 
無菌環境下では多くの腸炎モデルマウス（SCID/RAGKO-CD4+CD45RBhi 移入大腸炎モデル、
IL-10 欠損マウス大腸炎モデル、IL-2 欠損マウス大腸炎モデル、SAMP Yit マウス回腸炎モデル等）
は発症しない[47-49]ことから腸内細菌が腸炎の発症及び維持に重要であることが推定された。
Toll-like 受容体(TLR)は、細胞表面にある受容体タンパク質で、種々の病原体を感知して働く。この
TLR が自然免疫担当細胞（マクロファージ、樹上細胞等）[50-52]のみならず T 細胞にも発現するこ
とが最近の研究[53、54]によって明らかにされ、腸内細菌による直接的なT細胞の制御活性化が示
唆された。その TLR シグナル伝達には、アダプター分子である MyD88 を介する[55、56]。 
 従って、本研究では、T 細胞特異的 MyD88 欠損システムとナイーブ T 細胞移入大腸炎モデルを
用いて、腸炎発症・維持における MyD88 経路を解した TLR シグナルの T 細胞への直接関与の可
能性を検討した。 
 
3-2. 実験方法 
 
動物 
6 から 12 週令の C57BL/6-Ly5.2-MyD88 欠損（MyD88-/-）マウスはジャクソンラボラトリーより入手
した。同週令の C57BL/6-Ly5.1 マウス及び C57BL/6-Ly5.2-RAG-2 欠損(RAG-2–/–)マウスは実験
動物中央研究所（東京）より購入した。搬入後 1 週間以上馴化飼育の後、実験に用いた。 
II-1 の方法に従い、FACS Aria（BD）セルソーターを用いて MyD88+/+ C57BL/6-Ly5.1 CD4+ 
CD45RBhigh 細胞及び MyD88-/- C57BL/6-Ly5.2 CD4+ CD45RBhigh を分取した。 
 
① 移入実験 1 
 MyD88 を介した TLR シグナルが T 細胞のプライミング、活性化及び分化・増殖にどのような影響
を与えるか検討する目的で下記二群を設定した。 
 Group1：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の正常マウス Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 Group2：RAG-2–/–マウスに 3×105 個の MyD88 欠損 Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 
② 移入実験 2 
 腸炎の発症に MyD88 を介した TLR シグナルが更に重要であるかどうか検討する為に、in vivo
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競合試験を行った。つまり、RAG-2–/–マウスに 2.5×105 個の正常マウス Ly5.1+ CD4+ CD45RBhigh
細胞及び MyD88 欠損 Ly5.2+ CD4+ CD45RBhigh を共移入し、各臓器での Ly5.1/Ly5.2 細胞比率やそ
れぞれの細胞でのサイトカイン産生能を検討した。 
 
③ 移入実験 3 
 MyD88 を介した TLR シグナルが腸炎惹起性 T 細胞の維持にどのような影響を与えるか検討す
る目的で下記二群を設定した[57]。 
 Group1：RAG-2–/–マウスに 4×105 個の正常マウス由来腸炎マウス Ly5.1+ LPCD4+T 細胞を移入
した群 
 Group2：RAG-2–/–マウスに 4×105 個の MyD88 欠損マウス由来腸炎マウス Ly5.2+ LPCD4+T 細胞
を移入した群 
 
④ 移入実験 4 
 腸炎惹起性 CD4+T 細胞の維持に MyD88 を介した TLR シグナルが更に重要であるかどうか検討
する為に、in vivo 競合試験を行った。つまり、RAG-2–/–マウスに 2.0×105 個の正常マウス由来腸
炎 Ly5.1+ LPCD4+細胞及び MyD88 欠損マウス由来腸炎 Ly5.2+ LPCD4+を共移入し、各臓器での
Ly5.1/Ly5.2 細胞比率やそれぞれの細胞でのサイトカイン産生能を検討した。 
 
⑤ 移入実験 5 
 腸炎惹起性 CD4+T 細胞の増殖に MyD88 を介した TLR シグナルが更に重要であるかどうか検討
する為に、in vivo 競合-CFSE 細胞増殖試験を行った。つまり、RAG-2–/–マウスに CFSE で標識し
た 2.0×106 個の正常マウス由来腸炎 Ly5.1+ LPCD4+細胞及び MyD88 欠損マウス由来腸炎 Ly5.2+ 
LPCD4+を共移入し、Ly5.1+細胞及び Ly5.2+細胞の増殖能を検討した。つまり、それぞれの腸炎マ
ウスより II-1 に準じて、LPCD4+細胞を分取した。その LPCD4+細胞を 5μM の CFSE（Molecular 
Probes）で、37℃、10 分間反応させ、細胞を CFSE ラベルした。過剰な CFSE は冷 10%FCS 含有
RPMI1640 にて 3 回洗浄することにより、取り除いた。CFSE 細胞の解析はフローサイトメーターに
て行った。 
 
各群における腸炎の発症状態（クリニカルスコア及び病理学的スコア）、各臓器（脾臓、末梢血、
腸間膜リンパ節、骨髄、腸管粘膜内）における CD3+CD4+細胞数及び Ly5.1/Ly5.2 比率、各臓器に
おける CD3+CD4+細胞の細胞表面マーカーの発現、各臓器における細胞内サイトカイン（IFN-γ及
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び IL-17）アッセイを検討した。 
 
病理学的スコア 
II-1 に準じておこなった。 
 
細胞浮遊液の調整法 
II-1 及び II-2 に準じて調製した。 
 
細胞内サイトカインアッセイ 
II-2 に準じておこなった。 
 
RT-PCR 法 
Total RNA の抽出及び cDNA の合成は II-1 に準じておこなった。その 1μL をテンプレートとし、
0.25U のｒTaq（Toyobo）にて PCR 反応を行った。使用したプライマー及びサイクル数は以下の通りで
ある[58]。TLR1, sense 5'-TCTCTGAAGGCTTTGTCGATACA-3' 、antisense 5'-GACAGAGCCTGT 
AAGCATATTCG-3' (35 cycles)； TLR2, sense 5'-TCTAAAGTCGATCCGCGACAT-3' 、antisense 
5'-TACCCAGCTCGCTCACTACGT-3' (35 cycles)； TLR3, sense 5'-TTGTCTTCTGCACGAACCTG 
-3'、antisense 5'-CGCAACGCAAGGATTTTATT-3' (35 cycles)； TLR4, sense 5'-CAAGAACATAG 
ATCTGAGCTTCAACCC-3'、antisense 5'-GCTGTCCAATAGGGAAGCTTTCTAGAG-3' (35 cycle 
s)；TLR5, sense 5'-ACTGAATTCCTTAAGCGACGTA-3'、antisense 5'-AGAAGATAAAGCCGTGCG 
AAA-3' (35 cycles)；TLR6, sense 5'-AACAGGATACGGAGCCTTGA-3' 、 antisense 5'-CCAGGAA 
AGTCAGCTTCGTC-3' (35 cycles) ； TLR7, sense 5'-TTCCGATACGATGAATATGCACG-3' 、 
antisense 5'-TGAGTTTGTCCAGAAGCCGTAAT-3' (35 cycles)； TLR8, sense 5'-GGCACAACTCC 
CTTGTGATT-3' 、antisense 5'-CATTTGGGTGCTGTTGTTTG-3' (35 cycles)； TLR9, sense 5'-CC 
GCAAGACTCTATTTGTGCTGG-3' 、 antisense 5'-TGTCCCTAGTCAGGGCTGTACTCAG-3' (35 
cycles)； MyD88, sense 5'-GGCCTTGTTAGACCGTGAGG-3' 、 antisense 5'-TCATCTTCCCCTC 
TGCCCTA-3' for (35 cycles) ；  β-actin, sense 5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3' and 
antisense 5'-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3' (30 cycles)。 PCR 産物は、1.8%アガロールゲ
ルにて電気泳動後、エチジウムブロマイド（ナカライ）にて染色し、Lumi-Imager F1（Roche）にて画像
解析した。 
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リアルタイム PCR 法 
Total RNA の抽出及び cDNA の合成は II-1 に準じておこなった。リアルタイム PCR は Applied 
Biosystems 7500 リアルタイム PCR 装置（Applied Biosystems）及び標的分子特異的 Taqman Gene 
Expression Assay（Applied Biosystems）を用いて行った。TaqMan probe 及びプライマーは、マウス
Bcl-2（Mm00477631_m1）、Bcl-xL（Mm00437783_m1）及びβ-actin（4352933E）を使用した。サーマル
サイクラーの条件設定は、95℃ 10 分、95℃ 15 秒 60℃ 60 秒を 45 サイクル行った。それぞれの
遺伝子の相対発現量はβ-actin にて補正した。 
 
フローサイトメトリー 
II-1 及び II-2 に準じて行った。 
 
3-3. 結果 
各細胞分画による TLR の発現の状態（Figure 3-1.） 
腸炎の発症及び維持に重要な T 細胞にどのような TLR が発現しているかを RT-PCR 法を用いて
検討した結果、ポジティブコントロールである全脾臓細胞では全ての TLR（TLR1-9）及びそのアダプ
ター分子である MyD88 が発現していた。一方、ナイーブ T 細胞では既報[58]と同様に TLR-4、5、9
以外の TLR と MyD88 が発現していた。更に腸炎マウス LPCD4+細胞では発現の強弱はあるものの、
全ての TLR 及び MyD88 が発現していた。 
 
腸炎の発症に対する MyD88 経路の重要性（Figure 3-2、Figure 3-3） 
ナイーブ T 細胞移入大腸炎モデルにおいて、腸炎の発症に MyD88 を介した TLR 経路が重要で
あるか検討した結果、クリニカルスコア及び病理学的スコアより MyD88 欠損ナイーブ細胞移入群で
は正常ナイーブ細胞移入群に対して有意に腸炎が減弱した。また、各臓器（LP、MLN、SP）におけ
る CD3+CD4+細胞数及び炎症性サイトカイン（IFN-γ及び IL-17）産生を検討した結果、MyD88 欠損ナ
イーブ細胞移入群でコントロール群に対して有意に低下していた。 
興 味 深 い 事 に 、 そ れ ぞ れ の 群 の LPCD4+ 細 胞 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 解 析 した 結 果、
CD4+CD44highCD62L-IL-7Rαhigh エフェクターメモリーT 細胞（TEM）に分化しており、MyD88 を介した
TLR 経路はナイーブ T 細胞からの分化には影響しないことが示唆された。 
また、腸炎の維持に重要な TEM 細胞のアポトーシスへの影響を各群で検討した結果、抗アポトー
シス分子である Bcl-2 及び Bcl-xL の発現が、MyD88 欠損ナイーブ細胞移入群で有意に低下してい
た。 
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更に、MyD88 を介した TLR 経路が腸内細菌の認識に影響を与えるかどうかを TCR Vβレパトアに
よって解析した結果、両群で有意な差を認めなかった。このことから、腸内細菌のエピトープの認識
に MyD88 を介した TLR 経路は関係ないことが示唆された。 
 
ナイーブ T 細胞の増殖への MyD88 経路の重要性（Figure 3-4） 
ナイーブ CD4+T 細胞の増殖に MyD88 を介した TLR シグナルが重要であるかを検討する為に、
invivo 競合試験を行った。移入 6 週後には重症の腸炎を発症した。Ly5.1（正常マウス由来）及び
Ly5.2（MyD88 欠損マウス由来）の各臓器（LP、SP、MLN、PB、BM）での比率を検討した結果、いず
れの臓器でも Ly5.1+細胞がそのほとんどを占めた。また、細胞内 IFN-γ産生細胞及び活性化マーカ
ーである CD69 を検討した結果、Ly5.1+細胞（正常マウス由来）で有意に上昇していた。 
 
腸炎惹起性 CD4+細胞移入大腸炎への MyD88 経路の重要性（Figure 3-5、Figure 3-6） 
MyD88 欠損ナイーブ細胞を RAG-/-に移入した際の腸炎の進行をより長期間検討した結果、移入
10 週後の腸炎の重症度はクリニカルスコア及び病理学的スコアから、正常マウスナイーブ細胞移
入群と差はなかった。 
正常ナイーブ T 細胞移入大腸炎マウス及び MyD88 欠損ナイーブ T 細胞移入大腸炎マウスより
LPCD4+細胞を分取し、新たな RAG-/-マウスに移入することにより腸炎惹起性 CD4+T 細胞への
MyD88 を介した TLR 経路の重要性を検討した。その結果、ナイーブ T 細胞移入モデルと同様に
MyD88 欠損腸炎 LPCD4+移入大腸炎がコントロール群に比べて有意に減弱した。また、各臓器（LP、
MLN、SP）における CD3+CD4+細胞数及び炎症性サイトカイン（IFN-γ及び IL-17）産生を検討した結
果、MyD88 欠損群でコントロール群に対して有意に低下していた。 
 
腸炎惹起性 CD4+細胞の増殖への MyD88 経路の重要性（Figure 3-7、Figure 3-8） 
腸炎惹起性メモリーCD4+T 細胞の増殖に MyD88 を介した TLR シグナルが重要であるかを検討す
る為に、invivo 競合試験を行った。移入 6 週後には重症の腸炎を発症した。Ly5.1（正常腸炎マウス
由来）及び Ly5.2（MyD88 欠損腸炎マウス由来）の各臓器（LP、SP、MLN）での比率を検討した結果、
いずれの臓器でも Ly5.1+細胞がそのほとんどを占めた。また、細胞内 IFN-γ産生細胞を検討した結
果、Ly5.1+細胞（正常マウス由来）で有意に上昇していた。 
更に腸炎惹起性メモリーT 細胞の増殖にこの経路が重要かを検討する為に、in vivo 競合-CFSE
増殖試験をおこなった。その結果、Ly5.1+（正常腸炎マウス由来）細胞で CFSE-細胞が多く、Ly5.2
（MyD88 欠損腸炎マウス由来）細胞の増殖能は弱い事がわかった。 
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3-4. 考察 
無菌環境下では多くの腸炎モデルマウス（SCID/RAGKO-CD4+CD45RBhi 移入大腸炎モデル、
IL-10 欠損マウス大腸炎モデル、IL-2 欠損マウス大腸炎モデル、SAMP1/Yit マウス回腸炎モデル
等）は発症しない[47-49]ことから腸内細菌が腸炎の発症及び維持に重要であることが推定された。
Toll-like 受容体(TLR)は、細胞表面にある受容体タンパク質で、種々の病原体を感知して働く。この
TLR が自然免疫担当細胞（マクロファージ、樹上細胞等）[50-52、59]のみならず T 細胞にも発現す
ることが最近の研究[53、54]によって明らかにされ、腸内細菌による直接的な T 細胞の制御活性化
が示唆された。その TLR シグナル伝達には、アダプター分子である MyD88 を介する[55、56]。 
最近の研究で一般的な TCRαβ+ CD4+ T 細胞にも TLR が発現しており[53、54]、それぞれの TLR
刺激に対して反応することが報告されている[53、54、60、61]。例えば、CD4+CD25+制御性 T 細胞に
は TLR4 が有意に発現しており、TLR4 の特異的刺激物質である LPS によって制御能が上昇するこ
とが報告されている[58、61-63]。また、Gelman 等の報告により、CD4+ T 細胞の初期の増殖に
MyD88 と PI3K 依存的な経路が関係している事が明らかとなっている[64-68]。 
 従って、本研究では、T 細胞特異的 MyD88 欠損システムとナイーブ T 細胞移入大腸炎モデルを
用いて、腸炎発症・維持における MyD88 経路を解した TLR シグナルの T 細胞への直接関与の可
能性を検討した。それぞれのナイーブ T 細胞を移入し腸炎の程度を検討した結果、MyD88 欠損 T
細胞ではMyD88正常 T細胞に比し腸炎の有意な軽減を認めた。また、T細胞の生存に関わる抗ア
ポトーシス分子（Bcl-2 と Bcl-xL）の発現を検討した結果、MyD88 欠損 T 細胞で有意に発現低下し
た。さらにナイーブ T 細胞同時移入試験では、MyD88 欠損 T 細胞の増殖が有意に抑制された。ま
た、同様の事が腸炎惹起性メモリーCD4+T 細胞の系でも証明された。 
以上の結果から、腸炎の維持に重要な腸炎惹起性 T 細胞の増殖と生存に腸内細菌による
MyD88 依存性 TLR シグナルが直接的に関与していることが示唆された。 
最後に、今回の系では様々なステージの CD4+T 細胞に対する直接的な TLR 経路の重要性を検
討してきたが、今回使用した MyD88 は TLR のアダプター分子としてだけではなく、炎症性サイトカイ
ンの一種である IL-1 や IL-18 のアダプター分子としても働くことが報告されている[55、56]。CD4+ T
細胞への直接的な TLR 経路の詳細を検討するには更なる検討を要する。 
 
3-5. 小括 
・ 腸炎の維持に重要な腸炎惹起性 CD4+T 細胞の増殖と生存に腸内細菌による MyD88 依存性
TLR シグナルが直接的に関与している 
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Figure 3-1. CD4+CD45RBhigh donor cells and colitic LP CD4+ T cells express mRNAs for TLR and 
MyD88. Splenocytes and CD4+CD45RBhigh T cells from normal C57BL/6 mice, or LP CD4+ T cells 
from colitic RAG-2–/– mice transferred with CD4+CD45RBhigh T cells, were strictly isolated using 
FACSAria (purity, >98.0%) and subjected for total RNA extraction. The RNA was reverse 
transcripted and amplified with gene for specific primers. PCR products were separated by agarose gel 
electrophoresis and stained with ethidium bromide. All the RT-PCR experiments were performed at 
least three times on independent samples. 
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Figure 3-2. RAG-2–/– mice transferred with MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells develop milder colitis. 
A, RAG-2–/– mice were transferred with splenic MyD88+/+ (WT) (n = 6) or MyD88–/– (n = 6) 
CD4+CD45RBhigh T cells (3 x 105 cells/mouse). B, Change in body weight over time is expressed as 
percent of the original weight. Data are represented as the mean ± SEM of six mice in each group. *, 
p < 0.05. C, Clinical scores were determined at 6 wk after transfer as described in Materials and 
Methods. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01. D, Histological 
examination of the colon from WT (left) or MyD88–/– (right) CD4+CD45RBhigh T cells at 6 wk after 
transfer. Original magnification, x100. E, Histological scoring of mice transferred with WT or 
MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 6 wk after transfer. Data are indicated as mean ± SEM of six 
mice in each group. *, p < 0.01. F, Phenotypic characterization of LP CD4+ T cells isolated from mice 
transferred with WT or MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 6 wk after transfer. G, LP, MLN, and SP 
CD4+ T cells were isolated from mice transferred with WT or MyD88–/– CD4+CD45RBhigh T cells at 6 
wk after transfer, and the number of CD4+ cells was determined by flow cytometry. Data are indicated 
as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01. H, Expression of Bcl-2 and Bcl-xL mRNAs in 
SP cells was determined by quantitative RT-PCR, and are shown as relative amount of indicated 
mRNA normalized by expression of β-actin. Data are represented as the mean ± SEM of six 
samples. *, p < 0.05. I, Cytokine production by LP CD4+ T cells. LP CD4+ T cells were isolated at 6 
wk after transfer and stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs for 48 h. IFN- and IL-17 
concentrations in culture supernatants were measured by ELISA. Data are indicated as mean ± SEM 
of six mice in each group. *, p < 0.01. WT; healthy WT mice, MyD88–/–; healthy MyD88–/– mice, WT 
CD45RBhigh; RAG-2–/– mice transferred with WT CD4+CD45RBhigh T cells, MyD88–/–CD45RBhigh; 
RAG-2–/– mice transferred with MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells. 
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Figure 3-3. Vβ repertoire shows little difference between MyD88+/+ or MyD88–/– donor cells. To 
analyze the TCR Vβ family repertoire, SP cells were isolated from mice transferred with 
Ly5.1+MyD88+/+ (WT) or Ly5.2+MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 6 wk after transfer, and then 
triple-stained with PerCP-conjugated ant-CD3 mAb (145-2C11), PE-conjugated anti-CD4 mAb
(RM4-5), and a panel of 15 FITC-conjugated Vβ mAbs. Each percentage value indicates the 
frequency of each Vβ pooled from three independent experiments (n = 6). *, p < 0.05. 
- 38 -
Figure 3-4. Expansive activity of MyD88+/+ donor cells predominates over that of MyD88–/– donor 
cells in an in vivo competition assay. A, The same number (2.5 x 105 cells/mouse) of CD4+CD45RBhigh
T cells from Ly5.1+MyD88+/+ (WT) mice and Ly5.2+MyD88–/– mice was coinjected i.p. into RAG-2–/–
mice (n = 6). B, Six weeks after transfer, LP, SP, MLN, PB, and BM CD4+ T cells were isolated, and 
the ratio of Ly5.1+ and Ly5.2+ CD4+ cells was determined by flow cytometry. *, p < 0.01. C, The 
frequencies of IFN- -producing LP CD4+ T cells per total Ly5.1+ or Ly5.2+ cells were analyzed in the 
indicated subpopulations by flow cytometry. Data are represented as mean ± SEM of three 
independent experiments. *, p < 0.01. D, Phenotypic characterization of LP and SP CD4+ T cells after 
transfer of CD4+CD45RBhigh T cells. % CD69+, Percentages of CD4+CD69+ cells per total CD4+ cells. 
Data are represented as mean ± SEM of six mice per group. *, p < 0.05. 
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Figure 3-5. RAG-2–/– mice transferred with MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells develop colitis with 
the delayed kinetics, but reach to a similar level of mice transferred with MyD88+/+CD4+CD45RBhigh
T cells at 10 wk after transfer. A, Change in body weight is expressed as the percent of the original 
weight. Data are represented as mean ± SEM of five mice in each group. *, p < 0.05. WT, MyD88+/+. 
B, Ongoing disease activity index was monitored during the course. Data are indicated as mean ±
SEM of five mice in each group. *, p < 0.05. C, Histological examination of the colon from WT 
(upper) or MyD88–/– (lower) CD4+CD45RBhigh T cells at 10 wk after transfer. Original magnification, 
x100. D, Histological scoring of mice transferred with WT or MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 10 
wk after transfer. Data are indicated as the mean ± SEM of five mice in each group. E, LP CD4+ T 
cells were isolated from mice transferred with WT or MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 10 wk 
after transfer, and the number of CD4+ cells was determined by flow cytometry. Data are indicated as 
mean ± SEM of five mice in each group. F, Phenotypic characterization of LP CD4+ T cells isolated 
from mice transferred with WT or MyD88–/–CD4+CD45RBhigh T cells at 10 wk after transfer. The 
percentage of positive cells per total CD4+ T cells (CD69+/CD4+, IL-7R+/CD4+, CD4+CD44high
CD62L–/CD4+) was determined using flow cytometry. 
- 40 -
Figure 3-6. RAG-2–/– mice transferred with colitogenic MyD88–/– LP CD4+ T cells develop milder 
colitis. A, RAG-2–/– mice were transferred with colitogenic MyD88+/+ (WT) (n = 6) or MyD88–/– (n = 
6) LP CD4+ T cells (4 x 105 cells/mouse). B, Change in body weight is expressed as percent of the 
original weight. Data are represented as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.05. C, 
Clinical scores were determined at 4 wk after transfer as described in Materials and Methods. Data are 
indicated as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 0.01. D, Histological examination of the 
colon from mice transferred with colitic WT (left) or MyD88–/– (right) CD4+ T cells at 4 wk after 
transfer. Original magnification, x100. E, Histological scoring of mice transferred with colitic WT or 
MyD88–/–CD4+ T cells at 4 wk after transfer. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each 
group. *, p < 0.05. F, LP, MLN, and SP CD4+ T cells were isolated from of mice transferred with 
colitic WT or MyD88–/–CD4+ T cells at 4 wk after transfer, and the number of CD4+ cells was 
determined by flow cytometry. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group. *, p < 
0.05. G, Cytokine production by LP CD4+ T cells. LP CD4+ T cells were isolated at 4 wk after transfer 
and stimulated with anti-CD3 and -CD28 mAbs for 48 h. IFN-γ and IL-17 concentrations in culture 
supernatants were measured by ELISA. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group. 
*, p < 0.05. 
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Figure 3-7. Expansion activity of colitic MyD88+/+ LP donor cells predominates over that of MyD88–
/– donor cells in an in vivo competition assay. A, The same number (2.0 x 105 cells/mouse) of colitic
LP MyD88+/+ (WT) (Ly5.1+) and MyD88–/– (Ly5.2+) CD4+ T cells mice was injected i.p. into RAG-2–
/– mice (n = 6). B, Six weeks after transfer, LP, SP, and MLN CD4+ T cells were isolated from mice, 
and the ratio of Ly5.1+ and Ly5.2+ CD4+ cells was determined by flow cytometry. *, p < 0.01. C, The 
frequencies of IFN-γ-producing cells per the total Ly5.1+ or Ly5.2+ cells were analyzed in the 
indicated subpopulations by flow cytometry. Data are represented as mean ± SEM of three 
independent experiments. *, p < 0.01. 
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Figure 3-8. MyD88 pathway contributes to the lymphopenia-driven rapid proliferation of colitogenic
CD4+ T cells. A, The same number (2.0 x 106 cells/mouse) of CFSE-labeled colitic LP MyD88+/+
(WT) (Ly5.1+) and MyD88–/– (Ly5.2+) CD4+ T cells were coinjected i.p. into new RAG-2–/– mice (n = 
6). B, The donor cells in the host spleen were analyzed 10 days after transfer by staining CD4, Ly5.1, 
and Ly5.2. Histograms show CFSE profiles of the two donor cell types in the host spleen. Data are 
representative of five independent experiments. C, Percentages of positive CFSE staining per total 
Ly5.1+ or Ly5.2+ cells were analyzed in the indicated subpopulations by flow cytometry. Data are 
represented as mean ± SEM of three independent experiments. *, p < 0.05. 
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II-4 老齢化 T 細胞の腸炎抑制作用について 
 
4-1. 序 
IBD は一度発症するとその後、再燃と緩解を繰返す[1-3、69]。腸内細菌と反応したナイーブ T 細
胞は腸炎惹起性細胞に分化し、腸炎を発症すると考えられている。ヒトの場合はこの腸炎惹起性細
胞の再分化及び増殖を制御性 T 細胞が抑制し、緩解維持されていると考えられている[70]。一般的
にメモリーT 細胞は長生きであり[16、71]、免疫学的老齢化 T 細胞はメモリーT 細胞の恒常性の維
持に重要であると考えられている[72-75]。また、ヒトにおいて高齢の IBD 患者では再燃までの期間
が延長したり、IBD の軽症化や全く発症しなくなるという現象が確認されている。このような現象がお
こる、詳細なメカニズムは未だ不明である。 
 従って、本研究では、腸炎惹起性 T 細胞を新たな免疫不全マウスに移入し、その移入を繰返す
事により T 細胞を強制的に老化させ、その老化 T 細胞の腸炎抑制能を検討した。 
 
4-2. 実験方法 
 
動物 
6 から 12 週令の C.B.-17 SCID マウス及び BALB/c マウスは日本クレアより入手した。搬入後 1
週間以上馴化飼育の後、実験に用いた。 
C.B.-17 SCID マウスに FACS Aria にてソーティングした CD4+ CD45RBhigh 細胞を 3×105 個腹腔内
投与し腸炎を誘発させた。その腸炎発症マウス腸管粘膜内 CD4+T 細胞を、新たな C.B.-17 SCID マ
ウスに再移入し、その移入を 9 回繰返した際の腸炎発症率、各臓器浸潤細胞数、細胞表面マーカ
ーを検討した。 
7 世代以上で腸炎が発症しなくなったマウス腸管より LPCD4+T 細胞を分取し、その細胞の特徴を
検討する為に、下記の3群を設定した。移入6週後に解剖を行い、腸炎の程度、各臓器への浸潤細
胞数及びサイトカイン産生能を検討した。 
 
 Group1：SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh を移入した群 
 Group2：SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh 及び CD4+CD25+ T 細胞を共移入した群 
 Group3：SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh 及び腸炎 LPCD4+T 細胞を共移入した群 
 Group4：SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh 及び 7 世代以上の腸炎未発症マウス
LPCD4+細胞を共移入した群 
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病理学的スコア 
II-1 に準じておこなった。 
 
細胞浮遊液の調整法 
II-1 及び II-2 に準じて調製した。 
 
サイトカイン ELISA 
II-1 に準じておこなった。 
 
フローサイトメトリー 
II-1 及び II-2 に準じて行った。本実験では、II-1 及び II-2 で使用した抗体以外に、eBioscience で
入手したマウス PE 標識 Foxp3 staining set を用いて、細胞内 Foxp3 を染色した。 
 
in vitro T 細胞制御能試験 
 正常 BALB/c マウス脾臓より MACS システムを用いて CD4-細胞を分取し、50μg/mL の MMC に
て 37℃、45 分間処理したものを APC 細胞とした。同様に MACS システムを用いて、正常 BALB/c
マウス脾臓より CD4+ CD25+細胞（Treg:ポジティブコントロール）、CD4+ CD25-細胞（レスポンダー細
胞）を分取した。また、腸炎マウス及び 7 世代以上腸炎未発症マウス LPCD4+細胞を分取した。 
96 穴丸底プレート（BD Falcon）の 1 ウェルあたり 200μL の 10%FCS 含有 RPMI-1640 中にレスポ
ンダー細胞 1×104 個、APC 細胞 5×105 個、及び 1μg/mL の抗マウス CD3 抗体を添加した。さらに
それぞれの細胞の制御能を検討する為に、CD4+CD25+細胞、1 世代腸炎マウス LPCD4+細胞、7 世
代以上腸炎未発症マウスLPCD4+細胞を0-1×104個添加した。5% CO2 、37℃にて63時間反応後、
各ウェルに1μCi [3H]添加しさらに9時間同条件で培養した。培養後、液体シンチレーションカウンタ
にてサイミジンの取込み量を測定した。 
 
4-3. 結果 
腸炎惹起性 T 細胞再移入の繰り返しによる腸炎発症率の変化（Figure 4-1.） 
腸炎マウス LPCD4+細胞を新たな C.B.-17 SCID マウスに再移入し、それを繰返した際の腸炎の
発症までの期間及び発症率を検討した結果、腸炎発症までの期間は移入を繰返す毎に延長してい
った。また、腸炎の発症率に関しても移入を繰返す毎に低下していき、7 世代を超えたものでは移入
マウスの半分が腸炎未発症であった。 
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さらに 1 世代腸炎マウス、7 世代以上腸炎マウス、7 世代以上腸炎未発症マウスの各臓器から
CD4+ T 細胞を分取し、その細胞がアポトーシス状態にあるかどうか検討した結果、どの群のどの臓
器でも T 細胞のアポトーシスは起こしていないことがわかった。 
 
繰返し移入による CD4+ T 細胞表面マーカーの変化（Figure 4-2、Figure 4-3） 
1 世代腸炎マウス、7 世代以上腸炎マウス、7 世代以上腸炎未発症マウスにおける細胞表面分子
を詳細に検討した結果、TCR Vβレパトアでは 7 世代以上マウスでは腸炎発症有無に関わらず通常
有意な Vβ8.1/8.2 が消費され、Vβ17a が上昇していた。また、脾臓及び腸管粘膜内 CD4+T 細胞の
IL-7R、CD44、CD69、PD-1、CD28 の発現を検討したところ、1 世代腸炎マウス、7 世代以上腸炎マ
ウス、7 世代以上腸炎未発症マウスで浸潤している CD4+ T 細胞は CD4+ IL-7Rhi CD44- エフェクタ
ーメモリーT 細胞であった。脾臓では活性化マーカーである CD69 の発現が、腸炎未発症マウスで
有意に低下していた。興味深い事に、脾臓及び腸管粘膜内 CD4+ T 細胞は 7 世代以上腸炎未発症
マウスでその他の群に比べて有意な PD-1 分子の発現が認められた。PD-1 分子は共刺激分子で
あり、免疫系の負の制御因子として知られているが、最近の研究で CD4 及び CD8 細胞が老化した
際に上昇することが報告されている[76-78]。このことから、7 世代以上の腸炎未発症マウスの各臓
器に浸潤している CD4+ T 細胞は老化していることが示唆された。 
 
繰返し移入による各臓器浸潤細胞数及びサイトカイン産生能の変化（Figure 4-4、Figure 4-5） 
1 世代腸炎マウス、7 世代以上腸炎マウス及び 7 世代以上腸炎未発症マウスの脾臓及び腸管粘
膜内に浸潤している CD4+T 細胞数を検討した結果、7 世代以上腸炎未発症マウスではその他の群
に比べて有意に低下していた。また、各群に浸潤している LPCD4+ T 細胞のサイトカイン産生能を検
討した結果、1 世代腸炎マウスに比較して 7 世代以上腸炎マウス、7 世代以上腸炎未発症マウスで
有意な Th-1（IFN-γ、TNF-α、IL-2）、Th-2（IL-4、IL-13）、Th-17（IL-17）サイトカイン産生能の低下
を認めた。 
 
老化 T 細胞による腸炎抑制効果（Figure 4-6、Figure 4-7） 
老化した 7 世代以上腸炎未発症マウス LPCD4+ T 細胞がどのような特徴をもった細胞であるかを
検討した。つまり、C.B.-17 SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh を移入した群（Group1；ポジ
ティブコントロール）、C.B.-17 SCID マウスに 3×105 個の CD4+ CD45RBhigh 及び CD4+ CD25+T 細胞
を共移入した群（Group2；ネガティブコントロール）、C.B.-17 SCID マウスに 3×105 個の CD4+ 
CD45RBhigh 及び 1 世代腸炎マウス LPCD4+T 細胞を共移入した群（Group3）、C.B.-17 SCID マウスに
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3×105 個の CD4+ CD45RBhigh 及び 7 世代以上腸炎未発症マウス LPCD4+T 細胞を共移入した群
（Group4）に群分けし、各群における腸炎の発症及び浸潤細胞数及びサイトカイン産生能を検討し
た。その結果、驚いた事に 7 世代以上腸炎未発症マウス LPCD4+細胞を共移入した Group4 でクリ
ニカルスコア及び病理学的スコアから腸炎が抑制された。腸管及び脾臓中に浸潤している CD4+ T
細胞数及び Th-1（IFN-γ、TNF-α、IL-2）サイトカインも Group4 で有意に低下していた。 
7 世代以上腸炎未発症マウスLPCD4+ T 細胞には in vivoにて腸炎抑制能が確認されたことから、
in vitro における T 細胞抑制能を検討した。一般的な抑制性 T 細胞である CD4+ CD25+ T 細胞には
転写制御因子であり、制御性 T 細胞のマーカーである Foxp3 が発現している[79-82]。そこで、1 世
代腸炎マウス、7 世代以上腸炎マウス及び 7 世代以上腸炎未発症マウスの脾臓 CD4+ T 細胞に
Foxp3 が発現しているかどうか検討した結果、in vivo で腸炎を抑制した 7 世代以上腸炎未発症マウ
ス SPCD4+細胞では Foxp3 の発現は認められなかった。また、レスポンダー細胞として CD4+ CD25- 
T 細胞の増殖における各細胞の制御能をサイミジン取り込み法にて検討した結果、in vivo で腸炎を
抑制した 7 世代以上腸炎未発症マウス SPCD4+細胞ではレスポンダー細胞の増殖への抑制能は認
められなかった。 
 
4-4. 考察 
IBD は一度発症するとその後、再燃と緩解を繰返す[1-3、69]。腸内細菌と反応したナイーブ T 細
胞は腸炎惹起性細胞に分化し、腸炎を発症すると考えられている。ヒトの場合はこの腸炎惹起性細
胞の再分化及び増殖を制御性 T 細胞が抑制し、緩解維持されていると考えられている[70]。一般的
にメモリーT 細胞は長命であり[16、71]、免疫学的老齢化 T 細胞はメモリーT 細胞の恒常性の維持
に重要であると考えられている[72-75]。また、ヒトにおいて高齢の IBD 患者では再燃までの期間が
延長したり、IBD の軽症化や全く発症しなくなるという現象が確認されている。このような現象がおこ
る、詳細なメカニズムは未だ不明である。 
従って、本研究では、腸炎惹起性 T 細胞を新たな免疫不全マウスに移入し、その移入を繰返す
事により T 細胞を強制的に老化させ、その老化 T 細胞の腸炎抑制能を検討した。 
腸炎惹起性 T 細胞を新たな SCID マウスに移入し、その移入を繰返すと 7 世代以降で有意な腸
炎発症までの期間延長及び腸炎発症率の低下が認められた。この 7 世代以上腸炎未発症マウス
に浸潤している CD4+ T 細胞の細胞表面マーカーを詳細に検討した結果、老化の際に上昇すること
が報告されている[76-78] PD-1 分子の有意な上昇が認められた事から、この細胞は免疫学的に老
化していると考えられた。以前の当教室の研究で、CD4+ PD-1+ T 細胞には in vivo 及び in vitro に
おいて抑制能があることを報告したが、その細胞には一般的な制御性 T 細胞のマーカーである
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Foxp3 が強発現していた[83]。今回我々が分取した老化 T 細胞の特徴を検討した結果、驚いた事に
in vivo において腸炎抑制能を有していたことから、腸炎惹起性 T 細胞が老化に伴って制御性 T 細
胞に変化したことが示唆された。しかし、本細胞は in vitro において抑制能が認められない事からど
のようなメカニズムにより腸炎を抑制したかは現在の所不明である。最近の研究でアポトーシス細
胞が、CD4+ T 細胞を含めた免疫細胞の免疫制御活性に関与しているとの報告がなされた[84、85]。
本研究において各群におけるアポトーシス細胞を検討したが、各群において変化はなかった。 
以上の結果から、老化した CD4+ T 細胞は腸炎惹起能が低下するだけでなく、制御性 T 細胞に分
化することが示唆された。このことを利用し、IBD 患者から CD4+ T 細胞を分取し、それを in vitro で
老化させるという新たな IBD 治療戦略が可能であることが示唆された。 
 
4-5. 小括 
・ 腸炎惹起性 T 細胞は老化することにより PD-1 分子を強発現し、その老化 T 細胞には腸炎抑制
能がある 
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Figure 4-1. Incidence of colitis induced by adoptive transfer of colitic LP CD4+ T cells gradually 
decreased as the transfers progress. (A) Schematic transfer protocol. C.B-17 SCID mice were 
transferred with BALB/c CD4+CD45RBhigh T cells (1o colitic). When they reached an ongoing clinical 
score of four (see Materials and methods), LP CD4+ T cells were isolated, and transferred into new 
SCID mice. Transfer of LP CD4+ T cells was repeated up to nine times (2o-9o colitic), but was 
terminated when colitis did not develop within 40 weeks from transfer (7o-9o non-colitic). (B) The 
mean interval between transfer and establishment of colitis with an ongoing clinical score of four. 
Mice that did not develop colitis within 40 weeks from transfer were excluded for this index and 
judged to be non-colitic. OCS, ongoing clinical score. *p<0.05 vs. the 2o transfer. (C) 
Histopathological findings of the colon. Original magnification, x100. (D) The mean incidence rate of 
colitis in each transfer group. (E) Viability of cells directly isolated from LP of 1o colitic, >7o colitic, 
or >7o non-colitic mice. The number of viable cells (Annexin V-/PI-) was determined by a flow 
cytometry. Data are presented as mean ± SEM of % PI+ Annexin V-/PI- cells from four mice in each 
group. NS, not significantly different.
- 49 -
Figure 4-2. Flow cytometric analysis of the expression of Vβ families on the surface of the splenic
normal, 1o colitic, >7o colitic, or >7o non-colitic CD4+ T cells. To analyze the TCR Vβ family 
repertoire, splenic cells were triple-stained with PECy5-conjugated anti-CD4 mAb and the following a 
panel of 15 FITC-conjugated Vβ mAb. Each percentage value indicates the frequency of each Vβ
pooled from three independent experiments (each transfer; n=6). *p<0.05 vs. normal BALB/c mice.
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Figure 4-3. Expression of various cell surface markers on freshly isolated SP and LP CD4+ T cells 
from 1o colitic, >7ocolitic, and >7o non-colitic mice. (A) Representative analysis of IL-7Rα, CD62L, 
CD69, PD-1, and CD28 expression on SP or LP CD4+ cells from 1o colitic, >7o colitic, and >7o non-
colitic mice. Cells were stained with either FITC-conjugated anti-CD4, and the indicated biotinylated
mAb, followed by PE-conjugated streptavidin or with fluorochrome-conjugated control Ig (not shown). 
(B) Percent positive cells of CD69, PD-1, and CD28 expression among SP or LP CD4+ cells from 1o
colitic, >7o colitic, and >7o non-colitic mice were determined by flow cytometry. Data are indicated as 
mean ± SEM of seven mice in each group. *p<0.05.
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Figure 4-4. Expansion of CD4+ T cells in the >7o non-colitic mice was significantly decreased. SP and 
LP CD4+ T cells were isolated from colons when the colitic mice reached an ongoing clinical score of 
four, or the non-colitic mice lived up to 40 weeks post transfer. The number of CD4+ T cells was 
determined by flow cytometry. Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group. *p<0.05 
vs. the 1o coltic mice.
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Figure 4-5. Cytokine production by LP CD4+ T cells from 1o colitic, >7o colitic, and >7o non-colitic
mice. LP CD4+ T cells were isolated, and stimulated with anti-CD3/CD28 mAb for 48 h. The 
indicated cytokines in these supernatants were measured by ELISA. Data are shown as mean ± SEM 
of seven mice in each group. *p<0.05 vs. the 1o colitic mice. n.d., not detected.
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Figure 4-6. Cotransfer of LP CD4+ T cells from >7o non-colitic mice prevents the development of 
colitis induced by adoptive transfer of CD4+CD45RBhigh T cells into SCID mice. (A) New SCID mice 
were divided into four groups: mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells (3 x 105 per mouse) alone 
as a positive control, mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells (3 x 105) and CD4+CD25+ cells 
(1 x 105) as a negative control, mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells (3 x 105) and 1o colitic
LP CD4+ cells (1 x 105), and mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells (3 x 105) and 7o non-colitic
LP CD4+ cells (1 x 105). Mice were killed six weeks after transfer. Each experiment was performed 
with groups of three mice each. The data are the sum of three independent experiments (n=9). (B) 
Change in body weight over time is expressed as percent of the original weight. Data are represented 
as mean ± SEM of nine mice in each group. *p<0.05 compared to mice transferred with 
CD4+CD45RBhigh cells alone. (C) Clinical scores were determined at 6 weeks after transfer. Data are 
indicated as mean ± SEM of nine mice in each group. *p<0.05 compared to mice transferred with 
CD4+CD45RBhigh cells alone. (D) Histological examination of the colon from each group of mice at 
6 weeks after transfer. Original magnification, x100. (E) Histological scores were determined at 
6 weeks after transfer. Data are indicated as the mean ± SEM of nine mice in each group. *p<0.05 
compared to mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells alone. (F) SP and LP mononuclear cells 
were isolated from the colon at 6 weeks after transfer, and the number of CD4+ cells was determined 
by flow cytometry. Data are indicated as mean ± SEM of nine mice in each group. *p<0.05 compared 
to mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells alone. (G) Cytokine production by LP CD4+ T cells. 
LP CD4+ T cells were prepared from the colons at 6 weeks after transfer and stimulated with anti-
CD3/CD28 mAbs for 48 h. The indicated cytokines in these supernatants were measured by ELISA. 
Data are indicated as mean ± SEM of six mice in each group, which was selected from the first two in 
vivo experiments. *p<0.05 compared to mice transferred with CD4+CD45RBhigh cells alone.
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Figure 4-7. CD4+ T cells obtained from non-colitic mice after seven or more transfers did not have a 
regulatory character in vitro. (A) Expression of Foxp3 in the indicated subpopulations was determined 
by flow cytometry as described in Materials and methods. (B) Suppressive activity of the indicated 
subpopulations was determined at a responder/Treg ratio of 1:0, 1:0.125, 1: 0.25, 1:0.5, or 1:1. 
*p<0.05.
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III. 結論 
 
慢性大腸炎の発症には腸管局所の IL-7 ではなく、全身の IL-7 が重要であることが示唆された。
また、慢性大腸炎の維持には胸腺からの継続的なナイーブ T 細胞の供給が重要であり、さらに腸
炎の維持に重要な腸炎惹起性 T 細胞の増殖と生存には菌体成分であるリポタンパク質や LPS など
の腸内細菌の特異的分子パターン（pathogen-associated microbial patterns：PAMPs）刺激による
MyD88 依存性 TLR シグナルが直接的に関与していることが示唆された。さらに、腸炎惹起性 CD4+ 
T 細胞が老化すると PD-1 分子を強発現し、腸炎抑制能を有した制御性 T 細胞に分化することが示
唆された。 
今回の研究から、IBD の創薬ターゲットの一つとして腸管局所の IL-7/IL-7 受容体ではなく、全身の
IL-7/IL-7 受容体シグナル経路を遮断することが重要だと考えられた。 
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